摘 ， 要 : 本 试验 由 


试验 通过 构建 枯草 芽孢 杆菌 AD TZ 基因 的 整合 表达 载体 , 将 ADTZ 基因 
孢 杆菌 CB.subtilis LN) 中 ， 通 过 十 二 烷 基 硫酸 钠 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 日 
测 ADTZ 和 蛋白 的 表达 情况 。 
! 进 行 发 酵 试验 ， 检 测 发 霉 玉 米 样品 
基因 在 枯草 芽孢 杆菌 中 的 表达 效果 。 
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在 研究 黄 


通过 发 酵 试 验 ， 将 习 


日 霉 毒素 分 解 酶 CADTZ) 基因 


中 黄 


| 每 BE FR 
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整合 到 野生 型 枯草 芽 


Byk (SDS-PAGE) 初步 检 


组 枯草 芽孢 杆菌 作为 发 酵 苗 


1 接种 到 发 霉 


Bi(AFB1) 含 量 的 变化 ， 验 证 ADTZ 


杆菌 基因 组 中 ， 在 SDS-PAGE 上 检测 到 重组 枯草 芽孢 杆 


关键 词 : 黄 


| 每 毒素 分 解 酶 ; 


中 图 分 类 号 : 


S816 


黄 曲霉 毒素 (aflatoxin，AF ) 是 一 类 化 学 结构 类 似 的 化 合 物 , 主要 由 黄 


文献 标志 码 : A 


。 经 过 重组 菌 发 酵 的 发 霉 玉米 AFB 的 含量 较 未 接 


文章 编号 : 


R 


Te AL 


R BE WS 5) WAS IS a 
! 和 接种 


Lay IL, ADTZ 基因 


野生 型 枯草 芽孢 杆菌 
可 成 功 整合 到 野 
中 , 并 进行 了 胞 外 分 泌 表 达 , 表达 产物 具有 生物 活性 ,能 有 效 地 降解 AFB- 
基因 重组 ; MEL SEAT As 


结果 表明 ,通过 构建 整合 表达 载体 成 功 将 ADTZ 基因 整 


HÆ (Aspergillus 


flavus), FERE (Aspergillus parasiticus) 等 真菌 生物 合成 的 次 级 代谢 产物 组 成 044， 属 剧 


毒物 质 ,具有 强烈 的 致 畸 、 致 癌 、 致 突变 作用 
enzyme, ADTZ) 是 特异 性 分 解 黄 曲 霉 毒素 的 活性 物质 ， 近 
方法 被 广泛 关注 ， 但 天 然 ADTZ 由 了 
因 工 程 技术 将 ADTZ 基 


产量 和 活性 ， 对 减轻 黄 曲霉 毒素 污染 状况 有 巨大 的 开发 应 有 


子 生物 学 和 基 


ALAS 


5-6] P 黄 


Hy 


1] 霉 毒素 分 解 酶 (aflatoxin detoxification 
E 来 微生物 酶 降解 黄 曲 霉 毒素 的 
F 含 量 低 、 活 性 差 ， 很 难 从 自然 界 中 大 量 分 离 四 。 利 用 分 
在 不 同 宿主 中 进行 表达 ， 可 以 提高 ADTZ 的 


月 价值 ADTZ 基因 


来 源 于 真菌 假 


密 环 菌 CArmillariellatabescens 》， 表 达 产 物 为 假 密 环 菌 的 胞 内 酶 由 ， 具 有 降解 天 然 黄 曲 霍 毒 


素 的 能 力 ， 为 一 个 完整 的 基因 
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要 的 表达 系统 ， 具 


要 生产 菌 种 和 表达 宿 


E013] 。 ASK 


ADTZ 基因 ， 构 建 ADTZ 基因 


解 酶 的 开发 和 饲料 的 脱 毒 在 


1 材料 与 方法 
1.1 试验 材料 


1.1.1 质粒 、 菌 种 和 引 


物 


完 积 累 经 验 和 数据 。 


但 在 动物 益生 菌 枯草 芽孢 杆菌 中 的 表达 并 无 报道 (31。 枯 草 芽 孢 杆菌 


表达 系统 是 原核 生物 中 习 
完整 的 分 泌 表达 机 制 , 被 广泛 应 用 于 工业 发 酵 领域 ,是 多 种 酶 制剂 的 3 
完 通过 前 期 构建 的 枯草 芽孢 杆 
枯草 芽孢 杆 
进行 整合 表达 , 并 通过 发 酵 试 验 验 证 其 对 黄 
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pa 


vty 


菌 整 合 表达 载体 和 克隆 的 
菌 整 合 表达 载体 ， 并 转化 到 枯草 芽孢 杆菌 基因 组 中 
昌 霉 毒素 的 降解 能 力 ， 则 在 为 后 续 指 


毒素 降 


X 
reas 
an 
下 


本 试验 所 用 生物 材料 及 特征 如 表 1 所 示 ， 其 中 引物 由 上 海 生 工 生物 科技 有 限 公 司 合成 。 


表 1 本 试验 所 用 生物 材料 及 特征 
Table 1 Biological materials and characteristics used in this experiment 
项 目 Items 名 称 Names 特征 Characters 
Pm-ADTZ 本 试验 前 期 构建 含 4D7Z 基因 (2 088 bp) 
质粒 Plasmid PGEM-Kmpgmt 本 实验 室 构 建 ， 枯 草 芽 孢 杆菌 整合 表达 载体 09 
PTMIM2-ADTZ ”本 试验 构建 含有 4D7Z 基因 的 枯草 芽孢 杆菌 整合 载体 
E.coli DHSa 本 实验 室 保存 ， 大 肠 杆菌 克隆 宿主 
菌 种 Strain  B.subtilis LN 本 实验 室 筛选 自 秦 岭 羚 牛 粪 便 03 
B.subtilis ADTZ ”本 试验 构建 ， 表 达 ADTZ 基因 ， 并 用 作 发 酵 菌 种 
ADTZ 上 游 : 5'-ATGGCCACCACAACTGTC-3' 
引物 Primer 
ADTZ 下 游 : 5'-TCACAATCGTCTCTCAATG-3' 


11.2 ”主要 试剂 


MEA Marker (MP203 )、 细 菌 基因 
Ladder (MD111), 购 于 北京 天 根 生 化 科技 有 限 公司 ; 非 预 染 预 染 蛋白 marker (SM0431)、 
PRR KERKE CFE ARAS; 限制 性 内 切 酶 Sac II. 


H 〈L8120)， 购 于 北京 所 莱 宝 (Solarbio) Æ 


DNA marker (SM0331), J44 


BamH I ， 购 于 美国 Promega 公司 ; 溶菌 


组 DNA 提取 试剂 盒 (DP302)、1 kb DNA 


物 科 技 有 限 公 司 ; 黄 曲 霉 毒 素 BI(AFB1) 酶 联 免 疫 吸 附 测定 (ELISA) 检测 试剂 盒 ， 购 于 
北京 华安 麦 科 生 物 技术 有 限 公司 ; L-BAR (Z-Trp)、 水 解 酷 蛋 白 、 琢 脂 糖 等 试剂 ， 购 


于 洛阳 博 冠 商贸 有 
1.2 试验 方法 


限 公 司 。 


1.2.1 ADTZ 基因 整合 载体 的 构建 


对 质粒 PGEM-Kmpgmt 和 质粒 Pm-ADTZ 分 别 用 


Sac ll. BamH | 进行 双 酶 切 ， 凝 胶 电 


泳 回收 ， 用 Ta DNA 连接 酶 16 连接 12 hn。 将 连接 产物 转化 到 大 肠 杆菌 (E.coli DH5a) 感 
受 态 细胞 中 ， 挑 取 阳 性 克隆 单 菌落 在 液体 溶菌 肉 汤 “LB) 培养 基 上 扩大 培养 ， 提 取 质 粒 ， 


对 重组 质粒 进行 Sach, BamH | SE, MF. HI 


1.2.2 ”野生 型 枯草 芽孢 杆菌 (B.subtilis LN) 感受 态 的 制备 
野生 型 B subtilis LN 感受 态 的 制备 参照 文献 [16] 进 行 制备 。 


1.2.3 HH B.subtilis ADTZ 的 构建 


取出 野生 型 B.subtilis LN RZA 


EE 组 质粒 命名 为 PTMIM2-ADTZ。 


田 胞 SOO uL, JHA 10 ug 的 PTMIM2-ADTZ MRES, 


37 °C. 200 r/min 振荡 培养 60 min, JHA 500 uL 的 LB 液体 培养 基 ，37 C、200 r/min 培养 


30 min 使 菌 体 复苏 。 取 100 uL 菌 液 均匀 涂 布 于 含 LB Il 


置 培养 14~16 h。 观 察 野生 型 B.subtilis LN 菌落 形态 ， 月 


体 培 养 基 上 ，37 C 恒 温 培 养 箱 中 倒 
昌 革 兰 氏 染色 进行 初步 检测 。 从 平 


N 


板 


上 挑 取 重 组 菌 单 菌落 ， 进 行 扩大 培养 ,提取 菌株 全 基因 组 ， 以 材料 中 引物 为 模板 ,利用 PCR 


技术 进行 检测 ， 将 含有 ADTZ 的 枯草 芽孢 杆菌 阳性 菌 记 作 B.subtilis ADTZ。 


1.2.4 HE Bsubtilis ADTZ 菌 液 的 十 二 烷 基 硫酸 钠 聚 丙烯 


测 


Da Heck Fe Hk (SDS-PAGE) 检 


224 tal B. subtilis ADTZ 菌 液 按 1:50 比例 接种 于 50mL 的 LB 培 养 基 中 ,37 °C 220 r/min 


培养 约 18 h; 以 野生 型 B. subtilis LN 为 对 照 组 。 菌 液 低速 离心 


5 min， 分 别 收集 上 清 液 和 


下 


体 。 向 菌 体 中 加 入 SmL 的 溶菌 酶 ， 用 移 液 器 重新 制 成 混 上 基 液 ，37 'C 培 养 30 min 后 取出 ， 


将 溶液 用 超 闫 


波 破 碎 仪 破碎 10 min。 分 别 取 B.subtilis ADTZ 菌 液 上 清 液 、 菌 体 破碎 样品 


NE 


及 对 照 上 清 、 菌 体 沉 淀 样 品 ， 进 行 SDS-PAGE 凝 胶 电泳 ， 观 察 试验 结果 。 
125 ”重组 菌 对 发 霉 玉 米 的 脱 毒 试验 
将 500 g 左右 玉米 加 水 至 水 分 含量 20%， 室 温 (25 °C) MARA BM BK BAe 


| 


ARENA RF BRK, MZEXKE 65 CAE REEF. RE, RONEBAWS Sie AFB 含量 
为 63 hg/kg， 均 匀称 取 发 址 玉米 样品 9 份 ， 每 份 50 g， 分 别 置 于 500 mL 的 锥 形 瓶 中 ， 加 入 


450 mL 的 蒸馏 水 ，121 CREA 


20 min 后 ， 将 9 个 锥 形 瓶 随机 分 为 3 组， 分别 为 对 照 组 、 试 


验 1 组 和 试验 2 组， 分别 将 50 mL KA LB 液体 培养 基 、 野 生 型 B. subtilis LN AK GA iT 


数 法 测定 活 菌 数 为 5.0x10? CFU/mL ). B.subtilis ADTZ 菌 液 〈 活 菌 计数 法 测定 活 菌 数 为 


4.5x10°CFU/mL) 接种 于 上 述 发 霍 玉 米 中 ，35 恒温 200 r/min 发 酵 培 养 48 h， 每 组 3 NG 


复 。 试 验 结束 将 试验 样品 用 黄 


| 霉 毒素 ELISA 检测 试剂 盒 在 本 


pap 


标 仪 上 检测 AFB 的 含量 ， 并 
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计算 相应 结果 。 
1.3 数据 统计 


试验 数据 通过 SPSS 11.5 进行 单 因 素 方差 分 析 (one-way ANOVA )， 数 据 均 采用 “平均 值 


土 标准 误 ” 表 示 ，P<0.05 表示 差异 显著 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 整合 载体 PTMIM2-ADTZ 的 分 析 及 鉴定 
对 提取 到 的 整合 载体 PTMIM2-ADTZ 进行 检测 ， 采 用 Sac ll. BamHI IERE, R 


如 图 1 所 示 。 酶 切 后 ， 其 中 2 段 大 小 均 为 2 000 bp 左右 ， 与 4D7Z 基因 大 小 一 致 ， 另 一 段 大 


小 为 6 000 bp 左右， 与 质粒 PGEM-Kmpemt 的 载体 部 分 大 小 一 致 。 


M1 为 1 kb marker, 由 上 到 下 分 别 为 10、9、8、7、6、5、4、3、2、1 kb; M2 为 DL2000 marker, 


由 上 到 下 分 别 为 2 000、1 000、750、500、250、100 bp; 泳 道 1、2、3 分 别 为 PTMIM2-ADTZ 
的 双 酶 切 鉴定 。 


M1 is 1 kb marker, from up to bottom are 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2, 1 kb, respectively; M2 is 
DL2000 marker, from up to bottom are 2 000, 1 000, 750, 500, 250, 100 bp, respectively; lanes 1, 


2 and 3 are double enzyme digestion identification of PTMiM2-ADTZ, respectively. 


1 整合 载体 PTMIM2-ADTZ 的 双 酶 切 电泳 图 


Fig.l Double digestion digestion electrophoresis pattern of integrated vector PITMIM2-ADTZ 
2.2 重组 菌 B.subtilis ADTZ 的 菌落 形态 及 革 兰 氏 染 色 鉴 定 
对 整合 构建 的 重组 菌 B.subtilis ADTZ 的 菌落 进行 观察 ， 结 果 为 菌落 表面 粗糙 呈 微 乳白 
色 ， 边 缘 不 齐 ， 中 间 突 起 后 平 铺 ， 有 不 规则 的 裙 皱 ， 与 枯草 芽孢 杆菌 菌落 形态 一 致 ， 如 图 


2-A。 通 过 革 兰 氏 染 色 ， 显 微 镜 下 镜 检 结果 为 ， 在 1 600x 油 镜 下 观察 ， 菌 体 呈 蓝 紫 色 ， 短 杆 
状 ， 有 芽孢 〈 图 2-C)， 和 野生 型 B.subtilis LN 显微镜 下 的 形态 相符 (图 2-B). 
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AW B.subtilis ADTZ 菌落 形态 ; BW B.subtilis LN 染色 图 ; C 为 B.subtilis ADTZ 染色 图 。 


A is B.subtilis ADTZ colony morphology; B is Gram staining result of B.subtilis LN; C is 
Gram staining result of B.subtilis ADTZ. 


图 2 重组 菌 的 菌落 形态 和 革 兰 氏 染色 结果 


Fig.2 Colony morphology and Gram staining results of recombinant bacteria 


2.3 HA B.subtilis ADTZ 整合 结果 的 检测 
提取 重组 菌 B.subtilis ADTZ 的 全 基因 组 ， 以 全 基因 组 为 模板 ，4D7Z 基因 上 下 游 引 物 扩 
增 目 的 基因 。 将 提取 和 扩 增 结果 用 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 检 测 。 检测 结果 如 图 3 所 示 , 其 中 泳 道 4、 


5、6 为 重组 菌 B.subtilis ADTZ 全 基因 电 瀛 结果， 电泳 发 现 明 显 的 全 基因 组 亮 带 ， 表 明成 功 


提取 重组 菌 B.subtilis ADTZ 全 基因 组 ; 泳 道 1|、2、3 分 别 为 重组 菌 B.subtilis ADTZ 的 全 基 
因 PCR 结果 ， 扩 增 出 来 的 片段 大 小 为 2 000 bp 左右 ， 与 ADTZ 基因 片段 大 小 (2 088 bp) 相 
一 致 ， 初 步 验 证 ADTZ 基因 整合 到 重组 菌 B.subtilis ADTZ 基因 组 中 。 将 PCR 扩 增 产物 进行 


序列 测定 ， 测 定 的 结果 与 ADTZ 基因 序列 完全 一 致 。 说 明 ADTZ 基因 完全 整合 到 野生 型 
B.subtilis LN 基因 组 中 ， 成 功 构 建 了 重组 菌 B.subtilis ADTZ。 


M 1 2 3 4 3 16 


10000 bp 
8000 bp 


7000 bp 
6000 bp 


3000 bp 
2000 bp 


1000 bp 


M W 1 kb Marker (MD111); 泳 道 1~3 X B.subtilis ADTZ 的 基因 组 目的 基因 PCR 扩 增 结果 
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电泳 图 ， 泳 道 4~6 为 B.subtilis ADTZ 全 基因 组 电泳 图 。 
M is DNA Marker (MD111); lanes 1 to 3 are target gene PCR product electrophoresis of B. subtilis 
ADTZ; lanes 4 to 6 are electrophoresis of B. subtilis ADTZ whole genome. 


3 EHK B.subtilis ADTZ 的 全 基因 组 及 目的 基因 电泳 图 


Fig.3 Electrophoresis result of whole genome and target gene of recombined B.subtilis ADTZ 


2.4 ”重组 菌 B.subtilis ADTZ 基因 表达 结果 

对 重组 菌 B.subtilis ADTZ 进行 摇 瓶 培养 ， 收 集 菌 液 和 菌 体 ， 对 菌 体 进行 破碎 后 和 野生 
型 B.subtilis LN 进行 SDS-PAGE 电泳 检测 ， 结 果 如 图 4 所 示 。 在 重组 菌 B.subtilis ADTZ 上 
清 液 中 发 现 了 约 70 ku 的 蛋白 条 带 ,与 4D72 基因 的 表达 产物 大 小 一 致 .而 在 野生 型 B. subtilis 
LN 的 发 醇 液 样品 中 没有 这 个 大 小 的 蛋白 条 带 出 现 。 在 重组 菌 B.subtilis ADTZ 菌 体 的 破碎 液 
样品 中 没有 发 现 较 明显 的 蛋白 条 带 。 符 合 枯 草 芽 孢 杆菌 胞 外 分 泌 表 达 的 特点 。 根 据 
SDS-PAGE 电泳 检测 结果 ,初步 判定 ADTZ 基因 在 重组 菌 B.subtilis ADTZ 中 表达 , 表达 产物 


分 泌 到 发 酵 液 中 。 


泳 道 1~3 X B.subtilis ADTZ 发 酵 上 清 液 ， 泳 道 4 为 野生 型 B.suptilis LN 发 酵 上 清 液 ，M 


X Protein Marker〈 由 上 到 下 分 别 为 116、66、45、35、25、18、14 ku)， 泳 道 5 为 B.subtilis 
ADTZ fai A TAFE m o 

Lanes 1 to 3 are fermentation supernatant of B.subtilis ADTZ, lane 4 is fermentation 
supernatant of B.subtilis LN, M is Protein Marker (from top to bottom are 116, 66, 45, 35, 25, 18, 


and 14 ku, respectively), lane 5 is bacteria body protein of B.subtilis ADTZ 
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4 EHK B.subtilis ADTZ 发 酵 液 SDS-PAGE 


Fig.4 The SDS-PAGE picture of recombined B.subtilis ADTZ fermentation broth 


2.5 重组 菌 B.subtilis ADTZ WREAK AFB, 的 降解 


按照 试剂 盒 的 要 求 将 发 酵 试 验 的 各 样品 进行 处 理 ， 酶 标 仪 检测 结果 通过 ELISA 分 析 软 
件 分 析 并 整理 计算 后 ， 如 表 2 所 示 。 从 表 中 可 以 看 出 ， 通 过 微生物 发 酵 发 霉 玉米 样品 中 的 


AFB1 含 量 均 降低 , 用 重组 菌 B.subtilis ADTZ 菌 种 发 酵 的 试验 1 组 AFB1 含 量 显 著 低 于 其 他 2 


组 (P<0.05), AFB, 降解 率 显著 高 于 试验 2 组 (P<0.05)。 用 野生 型 B.suptilis LN 菌 种 发 酵 


也 能 降解 一 部 分 AFB,, 但 与 重组 菌 B.subtilis ADTZ 发 酵 相 比 AFB 含量 和 AFB, 降解 率 均 差 


异 显著 (P<0.05). 


表 2 重组 菌 B.subtilis ADTZ X REEK AFB 的 降解 
Table 2 Degradation of AFB; in moldy corn by recombined B. subtilis ADTZ 


z, 


项 AFB, 含量 AFB: 降解 率 
Items Content of AFB:/(pg/kg) Degradation rate of AFB 1/% 
对 照 组 CREEK) 60.75+0.43° 


Control group (moldy corn) 


试验 1 组 (Bsubtilis ADTZ 发 酵 ) 19.20+0.32° 68.40+0.38* 


Experimental group 1 (B.subtilis ADTZ 
fermentation) 


试验 2 组 (Bsubtilis LN 发 酵 ) 55.00-+0.65° 9.4740.57° 


Experimental group 2 (B.subtilis LN 


Q fermentation) 


HAA ARAS FARRE CP<0.05) 0 
In the same column, values with different small letter superscripts mean significant difference 
(P<0.05). 


3 Ww 论 


3.1 ADTZ 基因 在 不 同 宿主 中 的 表达 


ADTZ 基因 来 源 于 真菌 假 密 环 菌 (4rmillariellatabescens)， 己 有 报道 ADTZ 基因 与 载体 


jm 


pMAL-c2x 重组 ， 导 入 到 大 肠 杆菌 BL21 (DE3) 细胞 中 实现 了 黄 曲霉 毒素 在 大 肠 杆 菌 中 的 


异 源 融 合 表 达 ， 并 检测 出 活性 蛋白 U9。 随后 成 功 克 隆 并 重组 表达 了 一 种 具有 AFB 转化 功能 


的 黄 曲霉 毒素 氧化 酶 (aflatoxin-oxidase，AFO) L717， 进一步 验证 了 ADTZ 基因 的 完整 性 ， 使 
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ADTZ 基因 能 够 在 真 核 细胞 毕 赤 酵 母 菌 中 进行 表达 Im。 本 试验 通过 构建 整合 表达 载体 使 
ADTZ 基因 在 动物 着 生 菌 枯草 芽孢 杆菌 中 进行 了 表达 ， 在 对 动物 饲料 的 处 理 上 更 具 可 行 性 。 
3.2 枯草 芽孢 杆菌 表达 系统 的 优势 

本 试验 利用 的 表达 宿主 野生 型 B.suprilis LNU5， 是 从 羚 牛 的 新 鲜 类 便 中 分 离 第 选 得 到 ， 


a 


T 


进行 了 详细 的 鉴定 ， 可 作为 动物 益生 菌 添加 剂 使 用 。 野 生 型 B.subtilis LN 作为 一 种 益生 菌 ， 


不 产生 细胞 内 毒素 , 可 改善 饲料 品质 , 调节 动物 肠 道 的 微生物 平衡 , 改善 饲料 的 适口 性 [18-19]。 


枯草 芽孢 杆菌 可 将 外 源 基 因 表 达 的 蛋白 质 , 通过 细胞 的 分 泌 通 道 直 接 分 泌 到 细胞 外 , 简化 了 
大 肠 杆 菌 表达 系统 的 破 壁 、 纯 化 及 回收 过 程 ， 作 用 更 直接 。 本 试验 通过 SDS-PAGE 检测 ， 


发 现 重 组 菌 B.subtilis ADTZ 菌 液 中 有 特异 性 蛋白 条 带 ， 且 与 文献 报道 的 ADTZ 蛋白 条 带 大 


小 一 致 PI， 而 在 对 照 组 野生 型 B.subtilis LN 和 菌 体 样 品 中 未 发 现 特异 性 蛋白 条 带 ， 说 明 试验 
结果 符合 芽孢 杆菌 胞 外 分 泌 表 达 的 特性 。 这 种 特性 有 利于 重组 蛋白 正确 折 倒 ,有 效 减 少 包涵 
体形 成 ， 简 化 纯化 工序 (3' 20， 从 而 更 有 利于 ADTZ 和 蛋白 的 表达 。 与 真 核 生物 表 达 系 统 相 比 ， 
枯草 芽 抱 杆菌 具有 发 酵 条 件 简单 、 发 酵 周 期 短 、 无 明显 的 密码 子 偏好 性 、 生 产 成 本 低 等 优点 


[22], 


SS 
ANS 


3.3 Pee Pe Se HH EE E R A hE XC Mk 
国内 外 对 降解 黄 曲 霉 毒素 的 微生物 及 酶 做 了 很 多 研究 。Doyle 等 5 发现， 寄生 曲霉 在 生 


长 14h 后 ， 菌 丝 能 产生 一 种 乳 过 氧化 物 酶 降解 AFB1， 其 产物 为 黄 曲 霉 毒 素 Bs。(AFB2s) 的 


衍生 物 和 另 一 种 水 溶性 衍生 物 , 该 产物 的 毒性 远 低 于 AFB o Motomura 等 鸣 从 平 菇 中 分 离 获 


E 


白 大 小 约 为 90 ku 的 降解 黄 曲 霉 毒 素 的 酶 ， 通 过 荧光 含量 的 测定 ， 表 明 这 种 酶 是 从 真菌 


Jù 


iy 


ABCA ea FS AE P Be — hE oF SG SPS hE OE PLP ba HO ee es: eA 
活性 、 抗 菌 性 及 抗 逆 性 的 研究 ， 结 果 表 明 ， 发 酵 后 的 上 清 液 中 存在 解毒 活性 组 分 ， 对 解毒 活 
性 物质 进行 加 热 和 蛋白酶 K 变性 处 


itn 


后 ， 解 毒 活性 显著 降低 ， 表 明 起 解毒 作用 的 活性 物质 
是 其 分 泌 的 一 种 胞 外 酶 。 陆 续 的 报道 介绍 枯草 芽孢 杆菌 发 酵 液 对 AFB 标准 液 的 降解 率 达到 
70%~80%P528。 本 试验 中 采用 发 霉 玉米 作为 脱 毒 对 象 ， 其 毒素 含量 和 存在 方式 较 标 准 液 有 
很 大 区 别 。3 


pa 


组 菌 B.suptilis ADTZ 与 野生 型 B.subtilis LN 对 黄 曲 霉 毒 素 均 有 降解 作用 ,但 差 


异 显 车。 这 说 明 枯 草 芽 孢 杆菌 具备 降解 黄 曲霉 毒素 的 能 力 , 但 是 会 随 着 菌株 特性 不 同 有 较 大 
差异 。 通 过 基因 工程 的 重组 表达 会 极 大 提高 野生 戎 种 的 降解 黄 曲霉 毒素 的 能 


3H 


ADTZ 基因 可 成 功 整合 到 野生 型 B.suptilis LN F, JIT T WIARE, REWE 
有 生物 活性 ， 能 有 效 地 降解 AFB o 
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Expression and Application of Aflatoxin Detoxification Enzyme Gene in Bacillus subtilis 
SHI Dunsheng NIE Libo SONG Yangyang LI Yuanxiao LI Wang" 
(College of Animal Science and Technology, Henan University of Science and Technology, 
Luoyang 471023, China) 

Abstract: This experiment was conducted to study the expression and application of aflatoxin 
detoxification enzyme (ADTZ) gene in Bacillus subtilis (B.subtilis) . The ADTZ gene was 
transformed into wild-type B.subtilis LN genome by constructing an integrated vector of B.subtilis. 
The expression of ADTZ protein was detected by sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel 
electrophoresis (SDS-PAGE) . And the recombinant B.subtilis were inoculated in moldy corn as 
fermentation strains for the fermentation experiment, and the content of aflatoxin Bı (AFB)) in 
moldy corn samples was detected to validate the expression effect of ADTZ gene in B.subtilis. The 
results showed that the ADTZ gene was successively integrated into wild type B.subtilis genome 
by constructing integrative expression vector. The recombined B. subtilis could secrete the specific 
protein and it was detected by SDS-PAGE. The content of AFB: in the fermented moldy corn of 
recombined B.subtilis had significant difference with the fermented moldy corn of uninoculated 
and wild type B.subtilis LN (P<0.05) . It showed that the ADTZ gene is successfully integrated 
into wild type B.subtilis LN and expressed in extracellular. The expressed product has biological 
activity, and can degrade AFB: effectively. 


Key words: aflatoxin decomposition enzyme; gene recombination; Bacillus subtilis; fermentation 
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